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                研究目的
 慢性肺気腫や慢性気管支炎は近年増加傾向にあり, 治療法の確立は緊急を要している。 慢性肺
 気腫はプロ テアーゼとア ンチ プロ テアーゼの不均衡によっておこるとする説があるがその発生機
 序は不明といわざるを得ず, 治療法も対症的なものに限られている。 近年, エラスターゼで誘導
 されるラッ トの肺気腫が レチノイ ン酸を投与することによってその発生進展が抑え られるという
 報告がなされ, 新たな治療法と期待されているが, その作用機序は明確にされていない。 そこで
 レチノイン酸の投与が肺気腫の進展予防にどのように関与するかを解明する目的で, 気管上皮細
 胞と肺胞上皮細胞におけるエラスターゼと レチノイ ン酸の効果を調べた。
                研究方法
 気管支上皮継代細胞の BEAS-2B と■型肺胞継代細胞の A549 を用い, エラスターゼと レチノ
 イ ン酸を加え各種濃度と時間経過における細胞の viability を WST-1 法で調べた。 また, エラス
 ターゼによる細胞死がアポトーシスか否かを調べるため, cell death detection ELISA を行い
 BEAS-2B についてはTUNEL 法も行った。 また, レチノイ ン酸がエラスターゼの活性自体を抑
 制するか否かをしらべるために基質を用いた吸光度測定を行った。 さらに, BEAS-2B と A549
 についてアポトーシスの経路の途中で働く caspase3 活性を caspase3 activity assay で測定した。
 A549 の cell viability についてはトリパンブルーで染色を行い cell count をおこなって確認し
 た。
                研究結果
 BEAS-2B において, WST-1 法でエラスターゼは 24 時間培養においてほぼ濃度依存性に cell
 viabihty を低下させ, レチノイン酸がそれを抑制することがわかった。 また, アポトーシスに
 よるフラグメ ンテーションをみる cell death detection ELISA と TUNEL 法により, エラスター
 ゼは一部アポトーシスを誘導 していること, レチノイ ン酸がそのアポトーシスを有意に抑制する
 ことが示された。 レチノイ ン酸がエラスターゼによるアポトーシスの経路のどの部位で働くのか
 を調べるために活性型 Caspase3 測定をおこなった。 Caspase3 は, エラスターゼ投与後6時間で
 活性の ヒf一クを示した。 また, エラスターゼによって Caspase3 活性が増加 し, レチノイ ン酸は
 この活性化 caspase3 の増加を抑制した。 A549 においてもエラスターゼによる軽度の cell viabil-
 ity 低下を認め, cell death detection ELISA ではエラスターゼによるアポトーシスの誘導と,
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 それに対する レチノイ ン酸による抑制効果が得られた。 さらに, エラスターゼ活性測定によりレ
 チノイ ン酸はエラスターゼの活性そのものを抑制することが明らかになった。 この結果から, レ
 チノイ ン酸によるアポトーシスおよび caspase3 活性化抑制において, レチノイ ン酸のエラスター
 ゼ活性抑制作用が関与 している可能性が示唆された。
                結論
 エラスターゼによって BEAS-2B およびA549 は細胞死を引き起こされ, その一部は caspase3
 活性化を介するアポトーシスを起こ していることが考えられた。 レチノィ ン酸を加えることによっ
 て BEAs-2B および A549 細胞では viability の改善, アポ トーシスの抑制がみられた。
              研究の意義・独創的な点
 in vitro での BEAS-2B と A549 というヒトの呼吸気道系およ び肺胞系細胞において, レチノ
 イ ン酸とエラスターゼの作用をみたことは, 動物実験での レチノイ ン酸の効果の機序を明確にし




 臨床の場で, 慢性肺気腫や慢性気管支炎は近年増加傾向にあり, 治療法の確立は緊急を要して
 いる。 しか し, 慢性肺気腫の発生機序は喫煙などによるプロテアーゼとアンチプロテアーゼの不
 均衡によっておこるとする説があるが, その全貌は明らかにされておらず, 治療法も対症的なも
 のに限られている。 近年, エラスターゼで誘導されるラッ トの肺気腫がレチノイ ン酸を投与する
 ことによってその発生進展が抑えられるという報告がなされ, 新たな治療法と期待されているが,
 その作用機序は明確にされていな い。 そこで レチノイ ン酸の投与が肺気腫の進展予防にどのよう
 に関与するかの一端を解明することは, 今後の治療法の展開に役立つものと考える。 本論文では,
 ヒ ト気管上皮細胞とヒ トH型肺胞上皮細胞におけるエラスターゼと レチノイ ン酸の効果を調べる
 ことによって, この問題にアプローチした。
 細胞はヒ ト気管支上皮継代細胞の BEAS-2B とヒ ト且型肺胞継代細胞の A549 を用 い, エラス
 ターゼとレチノイ ン酸を加え, 各種の方法で cell viability やアポ トーシスの評価をおこなった。
 まず, 各種濃度と時間経過における細胞のviability を WST-1 法で調べることによって, 両細
 胞において24時間培養でほぼ濃度依存性に cell viability を低下させ, レチノイン酸がそれを抑
 制することがわかった。 また, エラスターゼによる細胞死がアポトーシスか否か, またそこにレ
 チノイン酸を加えることによる変化を調べるため, cell death detection ELISA と TUNEL 法
 も行った。 その結果, エラスターゼは一部アポトーシスを誘導 していること, レチノイン酸がそ
 のアポ トーシスを有意に抑制することが示された。 さらに, 両細胞についてアポ トーシスの経路
 の途中で働く caspase3 活性を caspase3 activity assay で測定したところ, Caspase3 は, エラ
 スターゼ投与後6時間で活性のピークを示 し, エラスターゼによって Caspase3 活性は増加 し,
 レチノイン酸を投与することによってそれが抑制されることがわかった。 さらに, エラスタ一世
 活性測定により レチノイ ン酸はエラスターゼの活性その ものを軽度抑制することが明らかになっ
 た。
 これらの結果, エラスターゼによって BEAS-2B およびA549 は細胞死を引き起こされ, その
 一部は caspase3 活性化を介するアポ トーシスを起こ していること, また レチノイ ン酸を加える
 ことで, 両細胞において viability の改善, アポトーシスの抑制がみられることがわかった。 そ
 してその作用部位と しては, エラスターゼの活性を一部抑える部位と caspase3 を介 してアポ トー
 シスを直接抑える部位に働くことを示唆 している。
 このように in vitro での BEAS-2B と A549 というヒ トの呼吸気道系および肺胞系細胞におい
 て, レチノイン酸とエラスターゼの作用をみたことは, 動物実験でのレチノイン酸の効果の機序
 をある程度 明確に したと考え られる。 また爆性の呼吸困難をもたらす肺気腫の治療法の新たな可
 能性 を与える もの と考え る。
 以上よ り, 本論文は学位論文に値すると認める。
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